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緒 論
反綱家 畜のル ーメ ン内 に生 息す る微生物 は 、宿 主が採 食 した飼 料中 の各種栄 養成分 を利
用 して生 活 してい る。これ らの微 生物の中 に は、宿主 である反揚 家畜 が分解 利用で きない
飼料成 分を分 解利用可 能な 微生物 が存在 してあ り 、これ らの微 生物 は反鍋家 畜 にお ける粗
飼料 の利用効 率の 向」二との 関係 におい て数多 く研究 されて きている 。近年 、遺伝子 組換え
技術 を用い てル ーメ ン内細 薗の粗 飼率斗(特 に ヒルLレ ース)を 分解 する遺伝 子が研究 され て
きている 。これ らル ーメ ン内細 函が有 する粗ll司料 分 解能を支 配する還 伝子 を研究 した報告
は、Eschel'ichiaco目 を用 い てその分解 能 を発 現さ せた研究 がほ とん どで あ り、反錫家畜
に よる粗 飼 料の利用 性向上 とい う観点か ら見 た場 合 、周 じル ーメ ン内細菌 を用い て研究 す
る必要 があ る と考 え られる 。
しか しな が ら、Escherichiacoliに お ける よう にル ーメ ン内細菌 におい てベ クタ ー系の
開発 がほ とん どな され ぐきて」5らず 、この こ とがル …メ ン内細 困の 有用遺 伝・子を1司じル ー
メン内細菌 で研究 しに くく している 一因 とな ってい る。 これまで 、ル …メ ン内細 菌のベ ク
ター一系 の開 発の ためにButy【'ivibl'io臼bl'iso1>oi「ls、Seleno【IlonasI'umil、alltlull1、
RummocoCCIIs不 重、Bacしel'oides種 におい てフ'ラスミ ドの性状 が調べ られ てき ている 。また
、バ クテ リオフフ・一ジ に関 して も同様 に調 べ られて きてい るが、ベ ク ター系 と して確立 す
るま'でに至 ってい ない。
本研究 で は、ル … メン内細 薗 による粗飼 料の分 解利用 能を高 める こ とで 、反揚家 畜 にお
りる飼料 利用性 を 向..ヒさせ る研究 を進め る…・助 と して 、ル ーメ ン内 の細菌 叢の特徴 につ い
て考察 した後 、澱粉分 解菌 であるSU'eptococcusbo>isの 産生 するバ クテ リオシンの性状
を明らか に し、SU'eptococcusbo>}sを 始 め とする様 々なル ・一メ ン内細菌 のプ ラス ミ ドを
検索 し、バ クテ リオシ ンお よび 抗菌剤 との 関辿{!長につ い'て考察 した 。さ らに 、検 出さ れた
Su'eptococcusbovlsの プ ラス ミ ドについ て'「雪状 を調 べ、ル ーメ ン内細菌 にお けるベ クタ
.系 の開発 のため にこのプ ラス ミ ドを他の 菌種 に対 して形質転換 を試 み た。
第/章 牛ル ーメ ン内にお ける微生 物叢(特 に細菌 叢)の 特徴 につ いて
第/節 牛 ルー メン内 におけ る微 生物叢(特 に細菌叢 〉
様々な品種 の牛 あるい は様 々 な環境 にお けるル ーメ ン内微生物 叢 を明 らか にす るため に
ルー一・メン内細 菌をiiungateの ロール チューブ法 によ り分離同定 を行な った 。 日本国 内 にお
一48一
いて飼育 されて いた牛の総 生細菌数 は 、黒毛和種 お よび 日本短角種 、ブラ ーマ ン交雑種 、
ロ
ホル スタイ種のいず れもル ー メン液1囲 当 り約100個 で あ った(表1>。 また、セル ロー
ス分解菌 およびグ リセ ロ ール 分解菌 数は 、黒毛和種 お よび 日本短角 種 とブ ラーマ ン交雑種
のいず れ も約106個 前後で あ っ/こ(表2>。 牛 ルー メンか ら分離 した細菌 を終末代謝産物
の分析お よび生化学 性状試験 に より周 定 した結果 、 これまでに報 告され てきた菌種 と同 じ
菌種が存在 してい た(表3)。
主 に東 南アジ アにおいて 生育 しているパ ームか らパ ーム油を採 った後の パーム粕 は、家
畜の飼料 として利用 され ているが 、このパ ー一ム粕 を給与 された水牛 およびKedahkelantan
牛 におけ るル ーメ ン内細菌叢 を調べ た。その結果 、総生菌 数 は黒毛 和種お よび 日本短角種
、7ラ ーマン交雑種 、ホル ス タイン種 のいず れよ りも少 なか ったが、グ リセ ロール利用菌
は多 く存在 していた(表4)。 この こ とは 、パ ーム粕を給与 され た水牛 お よびKedah
keta∩tan牛 のルーメ ン内に脂 質分解菌 が多 く存在 する ことが示唆 さ1れた。 さ らに 、これ ら
の分離菌株 について同定 を行 な った結果 、芽胞形成 菌であ るClostridium種 が多 く検出 さ
れてお り、そ の他同定 困難 な 菌が数多 く分 離され た(表5)。 以上 の結 果 は、マ レーシ ア
においてパ ーム粕 を給与 され た牛のル ーメン内細菌 叢が 、これまで報告 さ れている牛のル
ーメン内細菌叢 と異な るこ とが示唆 された。
第2節 パ ーム粕添加 に よる芽胞形成菌 の影響 について
前節で パ ーム粕 を給与 され た水牛お よびKedahkelantall牛 のル ーメンか ら芽胞形成 菌が
高率で分灘 され たので 、パ ー・ム粕 と芽胞形成 菌 との 関連性を調 べる こ とと した。yTR培 地
中にパ ーム粕 の粉宋 を1%に 添加 し、水牛 およびKedahkelantan牛 のル ーメ ン液 を接種 し
て3週 間培 養を行 ない 、そ の培 養液か らHllngateの ロールチ ューブ法 によ り細菌 を分離 し
た。パ ーム粕添加 と無添加 の闇 に総生菌数 の差 が認 め られなか ったが 、.パーム粕添加 区か
ら芽胞形成 菌であ るClostr'idium種 が分離株 中の約50%を 占め ていた(表6)。 さらに、
培養液中のVFA量 を測定 した ところ 、パ ーム粕 を添加 した培養液 中 に酢 酸、プ ロピオン酸
、i一 酪酸 、酪 酸 の量 が無 添加 よりも多 く存在 してい た。以上 よ り、パ ーム粕を給与 され
た牛のル ーメンか らCbstridlurll種 のよ うな芽形成 菌 を分離 しや すい ことが示唆さ れた。
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第2章Streptococcusbo>isが 産 生 す る バ ク テ リ オ シ ン の 検 出 お よ び 精 製 と 性 状
第/節Streptococcusbov}sが 産 生 す る バ ク テ リ オ シ ン の 検 出 と 性 状
ルーメ ン由来 のStrepヒococcusbovisか ら産生さ れるバ クテ リオシ ンの検 出方法 を検討
し、バ ク テ リオシンを産生 するル ーメ ン由来 の野外分 離株の検 出を行 な った 。Iversonら
の用 いた培 地お よびG酬 培地 を使 用 して寒天璽層 法 によ り好気培養 と嫌 気培養 の両方 で菌
株 を培 養 した。 また、合わせ てmedium2培 地 による液体 培養法 による検 出法も嫌気条 件下
で 行な った。好気培養 を用 いた検 出法で は、バ クテ リオシ ン産生株 は3株 しか検 出されな
か った:。一方 、嫌気培 養を用 い た検出 法では 、Ivepsonら の用い た培 地 およびG酬 培地 の
いず れにお いてもバ クテ リオシ ン産生株 が12株 検 出さ れた。また 、液体培 地を用 いた嫌気
培養法 にお いても12株 のバ クテ リオシン産生株が検 出 され(表7)、 ル ーメン由来 のStrg-
Pヒococ(:usbovisに おけるバ クテ リオシンの検出 は、嫌気培 養で行 な うこ とが有効で ある
と認め られ た。
12株 のバ クテ リオシン産生株 が産生 するバ クテ リオ シンについて性 状 を調べ た(表8)。
タンパ ク質分解 酵系で あるプUソ ー一ゼL、 プLIテ フノーゼK、 トリプ シ ンの各 酵素 に対 して
感受 性 を示 していた:が、100℃ の加熱処理 に対 して感 受性 を示さな か った。また 、過酸化
水索分解 酵素で ある カタラ ー ビに対 しても感 受性を示 さ なか った。
12株 か ら検出 されたバ ク テリオシ ンが有 する抗 薗活性 の範 囲を明 らかにす るため 、他の
菌種 に対 する感受性 を調 べた。ル ーメ ン内細菌 以外の菌 種 に対 する抗菌 活性 を調べる と(
表9)、 広い 範囲の グラ ム陽性 菌 に対 して活性 を有 して いた。 しか し、グラム 陽性菌である
BUclllussubUlisに 対 してグ ラム陰性菌 と周様 に活性 を示さな か った 。ル ーメン内細菌
に対す る活性 を調べ る と(表10)、 グラム陽性球菌 であ るRuminOCOCCUS種 お よびグラム陽
性桿菌 であるEubacteriumruminanti〔 」mに 対 して活 性を示 してい た。 また、細胞壁 構成成
分がグ ラム陽 性桿菌で ある が、グラ ム陰性 に染色 されるButyrivibrlofibrlsolvensに 対
しても 活性を 示 して いた。以 上の ことか ら、ル ーメン由来StreptQcoccusbo>isが 産生す
るバ クテ リオシ ンは、ルー メン由来の菌種 におい てもグ ラム陽性菌 を中心 に活性 を示す こ
とが明 らか とな った 。
第2節Streptococcusbovisが 産 生 す る バ ク テ リ オ シ ン の 精 製
Streptococcusbovisが 産 生するバ クテ リオシ ンを精製 するため に 、GAHプ ロスで菌株
を大量培 養 した。培養 終了後 、遠心 を行な って培養 上清 を回収 し、ろ過滅菌 した。この上
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消 に硫 酸 アンモニ ウムを70%飽 和 になる ように加 え、沈 澱を 回収 して再 浮遊 した 。この再
浮遊液 をDEAE'ヒ ル ロース カラム にかけて 分画 した ところ 、カラム に吸着 されず に溶出 する
画分 に活 性が存 在 していた(図1)。 この活性 画分を濃 縮 し、sephadeXG-100カ ラム を用
い て分画 して活 性画分 を回収 した 〈図2>。 活性画分 を濃縮 し、SDS-PAGE電 気泳動を用 い
て分子量 を測定 した ところ 、6000以'下 の分子量 を有する こ とが示 唆さ れた。
第3章 ル ー一メ ン 内 細 菌StrePtococcusbQ>isの 保 有 す る'プ ラ ス ミ ド の 性 状
第1節 ル ーメ ン内細菌 か らのプラス ミ ドの検 出
ル ー メ ン 内 細 菌 に お け る'プ ラ ス ミ ド の 保 有 状 況 を 調 べ る た め に 、 野 外 か ら 分 離 さ れ た
St£epωcoccusbovis60株 、Bacte剛desal剛oph臼us2株 、ButyrMb層o
「ibrisolvens26株 、Fusobacterium種4株 、Selenomollasrumillantium4株 に つ い て プ
ラ ス ミ ド の 検 索 を 行 な っ た 。 そ の 結 果 、ButypMbriQfibrlsolvens1株 の み か ら プ ラ ス
ミ ドが 検 出 さ れ(表14)、 約3,7Hdalの サ イ ズ を 有 す る プ ラ ス ミ ドが1種 類 存 在 し て い'た
。 ま た 、 ル ー一メ ン 内 細 菌 の 標 準 株 で あ るStrep[ococcusbovisJB-1株 、Butyrivibrio
lib口SolvensA-38株 、SelenomQnaSruminantiurnGA-31株 お よ びi1D-1株 に つ い て も プ ラ
ス ミ ド の 検 索 を 行 な い 、SしrePtococcusbovisJB-1株 とSe!enomQnasruminanUumHD-1株
か ら プ ラ ス ミ ド が 各 々2種 類 と1種 類 検 出 さ れ た く表15)。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ドサ イ ズ は
、StreptococcusbovisJB-1株 で は 約2.5お よ び 約2.3Hdalで あ り 、Se[enomonas閃mi-
nant}umGA-31株 で は 約3.7踊alで あ っ た 。 ル ー メ ン 内 細 菌 に お け る プ ラ ス ミ ド 保 有 状 況
を 調 べ た 結 果 、 日 本 に お い て 反 揚 家 畜 の ル ー メ ン 内 細 菌 は 、 プ ラ ス ミ ド の 保 有 割 合 が 極 め
て 低 い こ と が 推 察 さ れ た 。
ル ー メ ン 内 細 菌 の 抗 菌 剤 感 受 性 に つ い て 明 ら か に し 、 検 出 さ れ た プ ラ ス ミ ド に つ い て そ
の 働 き を 調 べ る 一 つ と し て 抗 菌 剤 に 対 す る 耐 性 と の 関 連 性 す な わ ち 、 検 出 さ れ た プ ラ ス ミ
ドが 抗 菌 剤 に 対 す る 耐 性 遺 伝 子 を 有 す る か ど う か を 調 べ る こ と と し た 。Butyrivibrio
「ibrisolvens野 外 株26株 とStPeDtococcusbovis35株 に つ い てPenic目iinG
,Oxytetra.
cyc旨ne.Kammycin lS砕epしon!ycil1,lasaiosid1Hononsinに 対 す る 感 受 性 を 調 べ た 。 そ の 結
果 、ButyrMbriofibr'}solvens野 外 株 に は 薬 剤 耐 性 菌 が 存 在 し て お ら ず 、 プ ラ ス ミ ド と
の 関 連 性 も 認 め ら れ な か っ た 。 ・一 方 、StrePtococcusbovis野 外 株 か ら は 、Oxytetracy-
clmeに 対 す る 耐 性 株 が 検 出 さ れ た が
、 プ ラ ノ ミ ド を 保 有 し て い な か っ た 。 ま た 、Stre-
ptococcusboviSJB-1株 が 有 す る プ ラ ス ミ ド と 薬 剤 耐 性 お よ び 前 章 に お け る バ ク テ リ オ シ
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ン と の 関 連 性 が 認 め ら れ ず 、ButyrMbr'io「rb['lsorvensの プ ラ ス ミ ド と 伺 様 に 潜 在 型 の
プ ラ ス ミ ドで あ る こ と が ホ 唆 さ れ た 。
第2節StreptococcusbovisJB-1株 が 保 有 す る プ ラ ス ミ ドの 性 状
前 節 に お い てStreptococcusbovlsJB-1株 が2種 類 の プ ラ ス ミ ド を 有 す る こ と が 明 ら か
に な っ た の で(図3)、 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド の 性 状 を 調 べ る こ と と し た 。2,3Hdalお よ び
2.5Hdalの プ ラ ス ミ ド(そ れ ぞ れpSV1とpSV2と 名 ず け た)を 制 限 酵 素 で 切 断 し(図4
>、 制 限 酵 素 切 断 地 図 を 作 製 し た(図5)。
pSV1とPSV2が ル ー・メ ン 内 細 菌 に お け る ベ ク タ ー と し て の'可 能 性 を 探 る た め に 、 ま ず
Fscher'lch}acoriに お い て 広 く 用 い ら れ て い るpBR322にpSV2を 組 込 み 、Eschel'lchla
⊆ol潮BIO1株 で 形 質 転 換 を 試 み た 。'す な わ ち 、 「 か 所 の 切 断 点 を 与 え るBa酬 工 を 用 い て
pBR322とpSV2を 切 断 後 、 ラ イ ゲ ・一シ ≡]ン を 行 な っ てFscherlchlaco目HBIO1株 に 形 質
転 換 を 行 な っ た 。 そ の 結 果 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性,テ ト ラ サ イ ク リ ン 感 受 性 株 を ス ク リ ー ニ
ン グ し た と こ ろ 約5Hdaiの プ ラ ス ミ ド を 有 す る 株 を 得 る こ と が で き た(図6>。
総 括
牛の品 種お よび 様々な環境 の違 いによる牛ル ーメ ン内 の細 菌叢 の違 い を明 らか に した。
特 に、パ ー・ム粕給 与水牛 およびKedahkelantal1牛 におけ る細 菌叢 が従 来報 告されてい る牛
ル ・一メン内細菌叢 と異な っている ことが 明 らか とな り、ル ー一メ ン内細 菌 の有 用遺伝子 の研
究が これ まで よりも広い菌種 で行 なえる 可能性を示唆 した。
ル ・一メ ン内 より分離 したSぴeptococcusbovisが 産 生 するバ クテ リオ シンを検出 した結
果、これ までル ー一一メン由来 のStreDtococcusbovisに は 、バ クテ リオシ ン産 生株が非常 に
少ない と報告され てきたが 、今回の結果 はこれ とは異 な りル ーメ ン由 来のStpeptococcus
bo>isに も数多 くのバク テ リオシ ン産生株 が存 在 するこ とが 明 らか とな った。 また、ル ー
メ ン内細 菌に対す るバクテ リオシ ンの抗菌活性 を初め て明 らか に した 。さ らに、これ らの
バ クテ リオシ ンの精 製を行な い、分子量6000以 下の タンパ ク質 である こ とが示唆 された 。
ル ー一メン内細菌 におけるプ ラス ミ ドの分布状 況を調 べ、 日本 国内 におけるル ーメン内細
菌の野外 株 におけ るプラ スミ ド保有株の割合 が 、アメ リカで の報告 に比較 して低 いこ とを
明 らか に した 。また 、こ れらのプラス ミ ドと薬 剤耐性 およびバ クテ リオシ ン産生 能 との関
連性 は認 め られず 、潜在型 のプラス ミ ドで ある ことが示唆 された 。
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StreptococcusbovisJB-1株 か ら プ ラ ス ミ ドが 分 離 さ れ 、4.15kbのpSV1と3.85kbの
pSV2の2種 類 の 存 在 を 明 ら か に し た 。 制 限 酵 素 分 析 を 行 な っ て 制 限 酵 素 切 断 地 図 を 作 製
し た 。pSV2をpBR322のBamH工 切 断 点 に 挿 入 し 、 形 質 転 換 を 行 な い 、 約5Hdalの プ ラ ス
ミ ドを 得 る こ と が で き 、pSV2の ル ー一メ ン 内 細 菌 に お け る ベ ク タ ー 系 と し て の 可 能 性 の 一








日本短角種 1コD 8.7ｱ0.7 2,7±0.2
プラーマ ン交錐種L5 8.5士0,8
1)1総 生真菌数の測定は、5頭 の牛で 行なった。
表2日 本国内 において飼脅されていた牛のルーメ ン内
セル ロース分解菌数および グリセ ロール分解 菌数
菌 数(10gCFU/口1)
品種 頭数
セルロース分解菌 グ リセロール分 解菌
黒毛和種および
日本短角種 ユOD 6.o士o.3 6.1士0.7
ブラーマ ン交雑種 5 5.8ｱ0.4 6.G士0.9
1)1グ リセロール分解 菌数 の測定は 、4頭の牛で 行な った。
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表3ル ーメ ン内よ り分離 した主要な細 菌種
分離株数(LogC測/9)
菌種




















































































































































();括 弧内の数宇 は分離 された牛 の頭 数
表4パ ー ム 粕 給 与 水 牛 とKedahKela爪an牛 に お け る ル ー メ ン 内

















PYG培 地 か ら検出 され た
圭要代 謝産物
グ ラ ム 陽 性 球 菌
Streptococcusbov
u而 。c。 画 ユ
未 員
グ ラ ム 陰 性 球 菌
一 曲 」ユ






グ ラ ム 陰 性 桿 菌
Selenomonas
未同定騨




































































酢 酸.プ ロヒ'オン訟 、 乳 酸
表6ル ー メ ン 液 接 種 パ ー ム粕 添 加 培 地 か ら分 離 さ れ た 細 菌 毬
菌毬
分 雌 株 数
PYGか らの 主 要 代 鉗 産 物
パ ー ム 粕 添 加 無 添 加
















































酢 酸 、プ ロヒ●才ン酸
酢 酸 、 フ'ロヒ'才ン酸 、 酪 酸
総 酪酸
酪 酸.酢 酸
酢 酸 、 コ ハ ク 酸
酪 醸 、 酢 酸 、 プ ロピ 惣 酸
ヨニこ多霧i:簿 駿 ・プロピ才ソ酸
酢 酸 、 乳 酸 、 コ ハ ク 酸
酢 酸 、 酪 酸 、 乳 酸
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表8工2株 の §∴ 些vi≦ か ら産生 され たバ クテ リオシ ンの性状
菌株
タ ンパ ク質分解酵素感受性(20皿g如D
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フラ ク シ コンNo,(3皿1)
図 ユD弘Eセ ル ロー スによ るパ クテ リオ シ ン溶出 バ ター ン
カラム:2・2× 田c吼
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フラ クシ ョンNo,(3ロD
図2SephadexG-10Gに よ るバ クテ リオ シン溶 出バ ター ン
カラ ム:2,0×73α ロ
溶 出パ ツフ ァー:0.O酬.ト リスパ ッフ ァー(pH8,0)
流 速:舳1加.
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表 ロ ルーメ ン内か ら分離 され た細菌にお けるプラス ミ ドの分布
菌理 供試株数 プ ラスミ ド保有株数 プ ラス ミ ドサイズ(網aD
グ ラム 陽 性球 菌
幽 麺 坐



















菌種 プラスミ ドの有無 プ ラス ミ ドサ イズ(網aD
迦 逃JB-1
麹 皇f玉brisolverlsA-38
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図4SヒreDtococcusbovisJB-1株 が 保 有 す る ア ラ ス ミ ドpSV1お よ びpSV2の 制 限 酵 素
断 片 の ア ガ ロ ー一ス ゲ ル 泳 動 バ タ ー ン
レ ー ン1:サ イ ズ マ ー カ ー.BacteriophageλDNAのHihd皿:レ ー一ン2:}IPaHに よ る
pSV1の 酵 素 処 理;レ ー・ン3:Pst工 に よ るpSV1の 酵 素 処 理;レ ….ン 痛ll1PaHとPSt工 に
よ るpSV1の 酵 素 処 理:レ ー一ンb:BamHIとPs【1に よ るpSV2の 酵 累 処 理:レ ー ン6:











図5StρeDtococcusbovisJB-1株 が保 有 す る'ノ ラ ス ミ ドpSV1お よ びPSV2の 制 限 酵 素












図6pS)2とpBR322の8amIり 〕断 後 の り が 一 ゼ 結 合 プ ラ ス ミ ドに よ り 形 質 転 換 した
lSCheriChiacoli}IBlo1珠 か ら舶 出 し た フ【ラ ス ミ ドの ア ガ ロ ・一ス ゲ ル 泳 動
レ ・・ンA:StreP〔ococcusl}ovlsJB。1株 の プ ラ ス ミ ド;レ ー ンBlpBR322:レ ー ンC:ρSv2
とPBR322の ハ イ'ノ リ ッ ド'■ ン ス ミ ド
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審 査 結 果 の 要 旨
本論 文 は,反 舞動 物 ル ー メ ン微 生物,と くに嫌 気 性 細 菌 に 関 す る研 究 を お こ な っ た も の で,
ル ー メ ン菌 の野 外 株 の分 離 同 定,バ クテ リオ シ ソの 分離 精 製 お よび,ル ー メ ン菌 プ ラス ミ ド,と
くにStreptococcusの プ ラス ミ ド検 索 に 関 す る 研究 か ら構 成 され て い る。
は じめ に各 種 の飼 養 条 件 下 の 黒 毛 和 種 お よび 日本 短 角 種,プ ラ ー マ ン交 雑 種,ホ ル ス タ イ ン
種,さ らに マ レー シ アで 飼 育 中 の パ ー ム粕 給 与 水 牛,お よびKedahkelantan牛 の ル ー メ ン内 の細
菌 叢 の検 索 を お こ な い,約200株 のル ー メ ン細 胞 の純 粋 分 離 に 成 功 した 。 これ ら の 菌 に つ い て 代
謝 産 物 分 析 と生 化 学 性 状 試 験 か ら菌性 状 を 検索 して菌 種 同定 を お こな った とこ ろ,マ レー シ ア産
の菌 株 に は,脂 質 分 解 菌 や 同 定 不 能 なClostridiumな ど,か な り特 異 的 な菌 株 が 多 数 発 見 され た 。
この ことか らル ー メ ン 内細 菌 の 有 用遺 伝 子 の研 究 は,こ れ ま で我 が 国 に限 定 され て い た 検索 よ り
も広 範 囲 の菌 種 で行 なえ る可 能性 が示 唆 され た。つ い でル ー メ ンStreptococcusbovisが 産 生 す る
バ ク テ リオ シ ン の検 出を お こな い 数多 くの バ クテ リオ シ ン産 生 株 を分 離 して,ル ー メ ソ微 生 物 に
対 す る バ ク テ リオ シ ンの 抗 菌 活性 を初 め て確 認 した 。 さ らに これ らの ル ー メ ン細 菌 バ クテ リオ シ.
ソの分 離 お よび 精 製 を 行 な い,そ の結 果,こ の バ ク テ リオ シ ンは 分 子 量6000以 下 の タ ソパ ク質 で
あ る こ とを 明 らか に した。 ま た,こ の バ ク テ リオ シ ンを 誘 導 す るル ー メ ン細 菌 の プ ラ ス ミ ドの分
布 状 況 は ア メ リカに お け る検 出率 よ りも,本 邦 のル ー メ ン菌 野 外 株 の ほ うが,は るか に高 率 で あ
る こ とを 見 出 した 。 しか しな が ら,分 離 した プ ラ ス ミ ドとバ クテ リオ シ ン産 生態 お よび薬 剤 耐 性
と の 関 連 性 は,認 め ら れ ず 潜 在 型 の プ ラ ス ミ ドで あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 一 方,
StreptococcusbovisJB-1株 か らプ ラス ミ ドを分 離 して,こ れ が4,15kbのpSV1と3.85kbの
pSV2の2種 類 で あ る こ とを 明 らか に し,そ の 制 限 酵 素 分 析 を 行 な って 制 限酵 素 切 断 地 図を 作 製
した 。 っ い でpSV2をpBR322のBamHI切 断 点 に 挿 入 して 形 質 転 換 を 行 な った と ころ,約5
Mdalの プ ラ ス ミ ドを 収 穫 す る こ とに成 功 した。 このpSV2は,ル ー メ ン内細 菌 に お け る ベ ク タ ー
系 と して の 可能 性 の一 助 とな る こ とが 示 唆 され た 。
以 上 の よ うに本 研 究 は,有 用 遺 伝 子 と して の ル 」 メ ン細 菌 の 調 査,お よび ル ー メ ン菌 のバ クテ
リオ シ ン産 生株 を誘 導 す る プ ラ ス ミ ドを 検 索 した もの で あ る。 これ らの知 見 は ル ー メ ン微 生 物 学
な らび に 動物 微 生物 学 研 究 に進 歩 与 え,さ らに 動物 生 産 に 関 す る研 究 に基 礎 的知 見 を も た ら した
もの で あ る。 よ って審 査 員 一 同は,本 論 文 提 出 者 が 農 学 博 ± の 学 位 を 授与 され る資 格 を 有 す る も
の と認 定 した。
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